WO 2005/087914 



PCT/FR2005/000479 



1 

PROCEDE DE PRODUCTION D'UN CONCENTRAT LIQUIDE DE BACTERIES 
ADAPTEES ET VIABLES A USAGE ALIMENTAIRE. 

La presente invention concerne un procede de production d'un concentrat liquide 
de bacteries adaptees et viables a usage alimentaire. De maniere preferentielle mais 
non limitative, les bacteries produites sont des bacteries lactiques. 

L'ingestion de certaines souches de bacteries, en particulier celles . qui 
appartiennent aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont particulierement 
benefiques au niveau de la sante, notamment en favorisant un bon fonctionnement de 
la flore intestinale. En effet, ces bacteries produisent des bacteriocines et de Tacide 
lactique qui augmentent la digestibilite des aliments, favorisent le peristaltisme 
intestinal, et accelerent 1'evacuation des selles. De plus, ces bacteries produisent 
certaines vitamines du complexe B, et favorisent en general Tabsorption des vitamines 
et mineraux, diminuent le cholesterol sanguin, renforcent le systeme immunitaire et 
tapissent les muqueuses intestinal es afin de proteger contre F invasion et les activites 
des microorganismes nuisibles. 

De ce fait, depuis plusieurs annees, les industries agroalimentaires tentent 
d'incorporer de telles bacteries dans leurs produits finaux, le plus generalement des 
yaourts. 

Actuellement, ces bacteries sont produites de fa<?on commerciale, sous une forme 
congelee ou lyophilisee. Cependant, ces processus de production sont traumatisants 
pour les bacteries qui perdent une partie de leur activite et parfois leur viabilite. Cela 
est prejudiciable pour les industriels producteurs et pour les consommateurs de ces 
produits car les bacteries doivent satisfaire aux exigences de qualite et de performances 
technologiques, si possible pendant plusieurs mois. II serait done souhaitable de 
produire les bacteries par un procede leur assurant une viabilite et une activite 
maximale. A cet effet, une methode consiste a produire les bacteries sous une forme 
liquide. Cependant il a ete mis en evidence que cette methode genere egalement une 
mortalite importante des bacteries, apres l'introduction des bacteries dans le produit 
final. 
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En outre, pour diminuer les couts de stockage des bacteries et faciliter 
Tadjonction des bacteries dans le produit final, il serait souhaitable de concentrer les 
bacteries sous forme liquide. Pour cela, rhomme du metier utilise de maniere 
habituelle une etape de centrifugation ou de filtration. Cependant, la centrifugation est 
un processus traumatisant pour les bacteries, qui peut entrainer une forte mortalite 
cellulaire notamment due a un fort cisaillenient et de plus, ce procede n'est pas bien 
adapte pour la centrifugation de faibles volumes tels que ceux requis dans la 
production de bacteries destinees a etre additionnees en tant que probiotiques a des 
produits alimentaires. Concernant une etape de filtration classique, celle-ci pose 
egalement des problemes de mortalite des bacteries et de colmatage des filtres par les 
bacteries. 

II serait done souhaitable de produire un volume souhaite de concentrat liquide 
de bacteries qui presentent une activite et une viabilite maximale apres 1' etape de 
concentration et apres l'introduction dans le produit final. 

De maniere surprenante et inattendue, les inventeurs ont montre qu'une etape 
d'adaptation des bacteries permettait d'augmenter de maniere significative Tactivite et 
la viabilite des bacteries apres l'introduction dans le produit final. 

De plus, les inventeurs ont montre qu'une etape de filtration tangentielle, soias 
certaines conditions particulieres (pression, concentration, porosite de membrane, etc), 
permettait de concentrer les volumes souhaites de culture de bacteries, tout en 
preservant leur viabilite et sans colmatage des filtres. 

La filtration tangentielle pennet de produire deux courants en fonction de la 
nature et de la structure de la membrane : le permeat (le milieu de culture sensiblement 
exempt de bacteries) et le retentat (contenant les bacteries, appele aussi concentrat). 
Dans une filtration tangentielle, le fluide circule non pas perpendiculairement mais 
parallelement a la surface de la membrane et assure ainsi par sa vitesse d'ecoulement 
un auto nettoyage qui previent Taccumulation de depots qui obturent la surface de 
filtration (appele communement colmatage des filtres). 

Un objet de la presente invention est done un procede de production d'un 
concentrat liquide de bacteries adaptees et viables, a usage alimentaire comprenant les 
etapes successives suivantes : 
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a) On propage les bacteries dans un fermenteur dans un milieu de culture 
approprie ; 

b) On adapte les bacteries obtenues a l'etape a) ; 

c) On lave le milieu de culture contenant les bacteries adaptees par 
5 microfiltration tangentielle avec Paide d'une solution de lavage ; 

d) On concentre en bacteries le milieu lave contenant les bacteries 
adaptees par microfiltration tangentielle jusqu'a une concentration 
bacterienne superieure a 5.10 10 ufc/ml avantageusement superieure a 
1.10 n ufc/ml; 

10 e) On recupere un concentrat liquide de bacteries adaptees et viables, a 

usage alimentaire. 



Par bacteries, on entend designer preferentiellement selon la presente invention 
des bacteries lactiques, du genre Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., 
15 Streptococcus spp t Lactococcits spp. et en particulier Lactobacillus casei, 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus, 
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, 
Sfreptococcus thermophilus, Lactococcus lactis. 

Par bacteries adaptees, on entend designer, selon la presente invention, des 
20 bacteries plus resistantes a differents stress, en particulier lies a differents stress 
phy si cochimiques . 

Selon la presente invention le milieu de culture de l'etape a) est un milieu 
synthetique. 

Par milieu S3'nthetique, on entend designer selon la presente invention un 
25 milieu dans lequel sont introduits des composants soumis a un controle quantitatif et 
qualitatif rigoureux. 

Selon la presente invention, la solution de lavage est adaptee a 1'utiiisation 
alimentaire du concentrat de bacteries et presente une pression osmotique compatible 
avec la viabilite des bacteries. 
30 Selon la presente invention le milieu de culture, contenant les bacteries dans le 

fermenteur a la fin de l'etape a), a un pH compris entre 3 et 6. 
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Selon la presente invention, la concentration en bacteries, a la fin de l'etape a) de 
propagation, est superieure a 2.10 10 ufc/ml. 

De plus, les inventeurs ont montre que T adaptation des bacteries realised a 
l'etape b) pennet de reduire la mortalite des bacteries provoquee par le changement de 
milieu des bacteries, entre leur milieu de culture et le produit alimentaire final a 
additiver. 

Selon la presente invention Padaptation des bacteries est mise en evidence par la 
mesure de parametres du milieu de culture. Selon la presente invention, les parametres 
du milieu de culture sont preferentiellement le pH, la pression osmotique et/ou la 
temperature. 

D'autres parametres pour la mise en evidence de 1'adaptation des bacteries sont 
possibles, comme par exemple la concentration en sucre du milieu bacterien. 

Preferentiellement, dans le cas ou le parametre du milieu de culture est le pH, 
l'etape b) est realisee par diminution du pH par acidification naturelle. 

Afin d'effectuer l'etape d'adaptation des bacteries au pH par acidification 
naturelle, on peut par exemple mesurer la concentration en sucre du milieu de 
fermentation et au-dela d'une concentration seuil pour chaque espece de bacteries, on 
sait que le pH n'est plus regule et 1'adaptation au milieu devient tres aisee. 

Ainsi, par exemple, si la concentration en sucre du milieu de fermentation de 
Lactobacillus casei est de 9 g/L, le pH n'est plus regule et est environ egal a 5. II 
devient alors plus aise pour la souche adaptee d'etre ajoutee a un nouveau milieu et 
ceci permet une viabilite plus importante des bacteries dans le milieu final. 

Selon la presente invention, le parametre des bacteries est la taille des bacteries. 

Preferentiellement, dans le cas ou 1'adaptation est mise en evidence par la taille 
des bacteries, la distribution des longueurs de chaque bacterie dudit concentrat se situe 
majoritairement entre 0,1 et 10 micrometres, avantageusement entre 0,5 et 5 
micrometres. 

La mesure de la taille des bacteries se fait par un moyen adapte. 

Un moyen adapte peut etre par exemple un prelevement regulier de bacteries 
suivi d'une mesure de la taille des bacteries par cytometric de flux. 

En outre, selon la presente invention, la filtration tangentielle peut etre utilisee 
pour l'etape b) d'adaptation des bacteries. 
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Selon la presente invention la ou les membranes de filtration tangentielle sont 
d'une porosite comprise entre 0.01 et 0,5jim et de maniere preferentielle, entre 0.1 et 
0.3 fim. 

Ces membranes sont utilisees pour les etapes c) et d) du procede et 
eventuellement 1 5 etape b). 

Les membranes de filtration sont caracterisees par: 

- la porosite et l'epaisseur de la couche filtrante dont depend le debit de permeat. 

- le diametre des pores et leur repartition dont depend Tefficacite de separation. 

- le materiau employe dont depend la resistance mecanique, chimique, thermique 
et la facilite de nettoyage. 

Par membrane de filtration, on entend designer des membranes organiques ou 
minerales. 

Les membranes organiques peuvent etre composees entre autre d' acetate de 
cellulose, de polyamides aromatiques, de polysulfone, d' esters de cellulose, de 
cellulose, de nitrate de cellulose, de PVC, ou de Polypropylene. 

Les membranes minerales peuvent etre composees entre autre de ceramique 
frittee, de metal fritte, de carbone, ou de verre. 

Selon la presente invention le milieu de culture contenant les bacteries est 
maintenu a une temperature entre 25 et 45°C, et preferentiellement entre 35 et 39°C 

Selon la presente invention la temperature est diminuee de 1 a 44°C a 1' etape b) 
de fa?on a adapter la souche a la temperature du produit final ou elles seront 
additionnees. 

Selon la presente invention, a Tetape c) la pression d' entree du milieu de culture 
dans le module de filtration est comprise entre 0 et 3.10 5 Pa. 

Selon la presente invention, dans les etapes c) et d) le debit de permeat est 
compris entre 0,001 et 0,lm 3 /h/m 2 de surface d'echange. 

Selon la presente invention dans l'etape d), la pression transmembranaire est 
comprise entre 0,1. 10 5 et 2.10 5 Pa, preferentiellement entre 0,1. 10 5 et 0,5. 10 5 Pa et 
avantageusement entre 0,1.10 5 et 0,5. 10 5 Pa. 

La membrane se presente comme une pure barriere mecanique laissant passer les 
composes de taille inferieure au diametre des pores. La separation entre les deux 
phases liquides est obtenue en appliquant une difference de pression entre le cote ou 
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circule le milieu de culture contenant les bacteries et celui ou circule le permeat (le 
milieu de culture sensiblement exempt de bacteries). Cette difference de pression est 
commtmement appelee pression transmembranaire. 

La recirculation du milieu de culture comprenant les bacteries, en boucle fermee, 
dans le module de filtration tangentielle permet la concentration des bacteries et la 
filtration du milieu de culture a travers la membrane, en limitant le colmatage. 

Selon la presente invention dans Petape d), le debit de recirculation du milieu 
lave est compris entre 0,5 et 3 m 3 /h/m 2 de surface d'echange et avantageusement entre 
0,8 et 1,25 m 3 /h/m 2 de surface d'echange. 

Selon la presente invention le procede de production d'un concentrat liquide de 
bacteries adaptees et viables comporte prealablement a Petape a) les etapes successives 
de revivification et preculture des bacteries. 

Afin de reduire au maximum la phase de latence en fermenteur, le micro- 
organisms est utilise en pleine phase exponentielle de croissance. Pour ce faire, les 
inventeurs precedent en deux etapes : 

Realisation d'une revivification en tube de bacteries precedemment 
congelees a -80°C 

Preculture en erlenmeyer. qui sert a multiplier le nombre de 
microorganismes. II conviendra de stopper leur croissance en phase 
exponentielle maximale de croissance. 

Selon la presente invention, le procede de production d'un concentrat liquide de 
bacteries adaptees et viables comporte une etape supplementaire f) apres Petape e), de 
conditionnement en poches souples, hermetiques et steriles du concentrat liquide de 
bacteries adaptees et viables . 

Par poches souples hermetiques, on entend designer selon la presente invention 
et de maniere preferentielle des poches en plastique alimentaire. 

Selon la presente invention, le procede peut comporter une etape supplementaire 
g) apres Petape optionnelle f) de conservation a des temperatures basses comprises 
entre -50°C a +4°C du concentrat liquide de bacteries adaptees et viables conditionne 
en poches souples et hermetiques). 

De maniere optionnelle, il est possible de rajouter au concentrat liquide de 
bacteries adaptees et viables conditionne en poches souples, et conserve a des 
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temperatures basses, des molecules cryoprotectrices telles que le saccharose par 
example. 

Selon la presente invention, le procede peut comporter une etape supplemental 
h), apres P etape g) de rechauffage par un moyen adapte dudit concentrat liquide de 
bacteries adaptees et viables conditionne en poches souples et hermetiques.. 

Par moyen adapte, on entend designer par exemple selon la presente invention 
Putilisation d'un bain marie a une temperature non letale pour les bacteries, par 
exemple 37°C. 

Un objet de la presente invention est egalement un dispositif pour la mise en 
ceuvre du procede de production d'un concentrat liquide de bacteries adaptees et 
viables a usage alimentaire selon la presente invention caracterise en ce qu'il 
comprend une cuve (1) contenant une solution de lavage, un conduit d'arrivee (2) de 
ladite solution de lavage dans un fennenteur (3), ledit fermenteur (3) servant a la 
propagation des bacteries dans un milieu de culture, un conduit de sortie (4) pour 
acheminer le milieu de culture contenant les bacteries vers un ou plusieurs modules (5) 
de microfiltration tangentielle, lesdits modules (5) permettant la separation dudit 
milieu de culture en un perm eat (6) ne contenant pas de bacteries et en un concentrat 
(7) contenant les bacteries . 

Sur la figure 1 est represents le dispositif selon la presente invention. 

Selon la presente invention, le concentrat (7) est recycle a la sortie des modules 
(5) de filtration par reincorporation dans le fermenteur (3). 

Selon la presente invention, le ou les modules (5) de filtration comprennent de 1 
a 10 membranes de filtration, chaque membrane representant de 0.1m 2 a 150 m 2 de 
surface totale de filtration et une porosite comprise entre 0.01 et 0.5 jim, et 
preferentiellement comprise entre 0.1 et 0.4 p.m. 

Un objet de la presente invention est egalement un concentrat liquide de 
bacteries adaptees et viables susceptibles d'etre obtenu par le procede selon la presente 
invention. 

Un objet de la presente invention est egalement l'utilisation du concentrat liquide 
de bacteries adaptees et viables, selon la presente invention en tant qu'additif 
alimentaire. 
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Par additif alimentaire, on entend designer selon la presente invention toute 
substance chimique ajoutee aux aliments durant leur preparation on en vue de leur 
entreposage pour obtenir un effet technique desire. De plus, selon la presente 
invention, le concentrat liquide de bacteries possede une numeration stable, les 
bacteries etant viables et n'effectuaat pas de fermentation dans le produit final 
additive. 

Un objet de la presente invention est egalement un produit alimentaire additive, 
caracterise en ce que Tadditif alimentaire utilise est le concentrat liquide de bacteries 
adaptees et viables selon la presente invention. 

Selon la presente invention, le produit alimentaire est un produit laitier et/ou une 
boisson. 

Par produit laitier on entend designer selon la presente invention, en plus du lait, 
les produits derives du lait, tels la creme, la creme glacee, le beurre, le fromage, le 
yogourt; les produits secondaires, cornrne le lactoserum, la caseine ainsi que divers 
aliments prepares contenant corame ingredient principal du lait ou des constituants du 
lait. 

Par boisson on entend designer selon la presente invention des boissons comme 
par exemple les jus de fruits, les melanges de lait et de jus de fruits, les jus vegetaux 
tels que par exemple le jus de soja, le jus d'avoine ou le jus de riz, les boissons 
alcoolisees comme par exemple le kefir, les sodas, et les eaux des source ou minerales 
additionnees ou non de sucre ou d'aromes par exemple. 

Un objet de la presente invention est egalement un procede de fabrication d'un 
produit alimentaire additive selon la presente invention, caracterise en ce que le 
concentrat liquide de bacteries adaptees et viables est additionne au produit alimentaire 
en fin de ligne de production et preferentiellement avant le conditionnement du produit 
alimentaire. 

Selon la presente invention, le procede de fabrication d'un produit alimentaire 
additive est caracteiise en ce que le concentrat liquide de bacteries adaptees et viables 
est additionne au produit alimentaire en ligne par pompage. 
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La presente invention sera mieux comprise a I'aide du complement de 
description qui va suivre. qui se refere a des exemples de preparation de concentrat 
liquide de bacteries adaptees et viables, selon la presente invention. 

D va de soi, toutefois que ces exemples ne sont donnes qu'a titre d' illustration de 
5 Pobjet de l'invention, dont ils ne sauraient constituer en aucune maniere une 
limitation. 

LEGENDE DES FIGURES : 

Figure 1 : Dispositif de concentration des bacteries par filtration tangentielle 
Figure 2 : Evolution de la pression transmembranaire dans le temps 
1 0 Figure 3 : Evolution de la pression d'entree module 

Figure 4 : Evolution des debits retentat 

Figure 5 Evolution de la densite optique a 580 nm et de la pression 
transmembranaire. 

15 EXEMPLES: 

Dans ces exemples, les pressions sont indiquees en bars, un bar correspondant a 
1.10 5 Pa. 

L Revivification et preculture 

Preparation du milieu de culture 

20 Le milieu de culture de depart est le milieu MRS (milieu de culture selectif 

utilise pour la culture des lactobacilles) liquide sans sucre en bouteille (95ml). On y 
ajoute sterilement notre source de carbone principale pour avoir en final 10g/l s'il 
s'agit d'un disaccharide ou de 20 g/1 pour un monosaccharide. Ici 1 g de lactose est 
repris dans 5 ml d'eau distillee chaude puis l'ensemble est filtre sur filtre de porosite 

25 0.2|xm et additionne en totalite dans la bouteille de 95 ml de MRS. 10 ml sont 
transferes dans un tube sterile ; ils sont destines a la realisation de la revivification. Le 
restant (90 ml de MRS a 10 g/1 de lactose) sera utilise pour la preculture. 

Conditions de croissance de la revivification (10 ml) 
30 o 37°C 

o en statique dans une etuve 

o inoculation a 1% a partir d'un tube congele a -80°C 
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o duree : 16h 

o Densite Optique mesuree en fin de culture sur un echantillon dilue au 

1/20 a 580 nm contre une cuve d'eau : 0.35 a 0.4 
o pH : proche de 4 

Conditions de croissance de la preculture (500ml) 
o 37°C 

o en statique dans une etuve 

o inoculation a 1 % a partir de la preculture 

o duree : 16h 

o Densite Optique mesuree en fin de culture sur un echantillon dilue au 

1/20 a 580 nni contre une cuve d'eau : 0.35 a 0.4 
o pH : proche de 4 

II. Propagation en fermenteur 

Preparation d'wie base de regulation du pH 

Le KOH a 38% (soit a 9.3 mol/1) est utilise pour neutraliser l'acide lactique 
produit. On sterilise a 121 °C pendant 15 minutes. 

Le volume prerequis pour une propagation de 10 litres est de 1000 ml minimum. 

Preparation d'un milieu de propagation 

Les sources carbonees et azotees sont sterilisees separement pour eviter les 
reactions de degradation du sucre (formation de composes de Maillard lors de la 
sterilisation) 

Pour 10 litres de milieu de propagation en final : 

o Pied de cuve 

- Tryptone de peptone de caseine (Merck) 600g 

- Extrait de levure (Merck) avec HC1 a 6mol/l 1 80 g Ajuster le pH a 6.5 

- MnSo 4 , H 2 0 1 g qsp a 5.5 litres 
Steriliser a 121 °C 15 minutes dans le fermenteur prealablement sterilise a l'eau. 
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o Solution de source de carbone 

- Lactose 800 g 

- Dissoudre a chaud puis completer a 4 litres 
Steriliser a 1 10°C 30 minutes 

5 Transferer sterilement cette solution a froid dans le pied de cuve 

Conditions de propagation en fermenteur 
o Volume avant inoculation : 9.5 litres 
o 37°C 

10 o pH regule a 6.5 avec KOH 1 0 mol/1 

o duree : 1 8h 

o agitation 200 rpm, axe d' agitation equipe de 3 pales immergees 
o degazage a 1 ' azote 

o alimentation permanente en azote par le dessus (debit 11/minute) 
15 o inoculation a 5% a partir de la preculture soit 500 ml 

o Densite Optique finale mesuree en fin de culture sur un echantillon dilue 
au 1/100 a 5S0 nm contre une cuve d'eau : 0.32 a 0.35 
Apres propagation, on obtient un milieu contenant 2.10 10 ufc/ml de bacteries. 

>0 III. Adaptation et lavage de la culture 

Afin de preparer la biomasse produite au pH, et/ou a la pression osmotique et/ou 
a la temperature du produit final (type yoghourt) dans lequel elles seront injectees, 
deux etapes sont realisees conjointement : 

-Apres 17 heures de culture, une descente du pH est realisee par acidification 
15 naturelle sur une heure pour passer de pH 6,5 a pH5 (= pH cible avant lavage). 

- Un lavage des bacteries (a 37°C) est effectue apres le batch (apres l'etape 
d'acidification a pH5). 

Le lavage est realise avec une solution de saccharose a 250 g/1, sterilisee 30 
minutes a 100°C, qui correspond a une solution de pression osmotique de 1000 mOsm. 
>0 Ce choix est optimise pour minimiser les risques de choc osmotique lors du passage 
d 5 un milieu synthetique au produit final dont les parametres mesures sont pH 5 et une 
pression osmotique de S79 mOsm. 
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Les etapes lors du lavage sont le demarrage de la boucle de filtration, 
recirculation des bacteries a travers le systeme et injection de la solution de 
lavage/soutirage du filtrat au meme debit. 

5 Demarrage du systeme de filtration 

Lors du demarrage de la filtration, on procede a la formation de la couche de 
polarisation en faisant fonctiormer le systeme 5 minutes a vitesse reduite (20 a 50% du 
debit maximal de la pompe) avec les vannes d'entree et de sortie du module en 
position ouverte a 100%. La vanne de sortie permeat etant fermee. Une fois ce delai 
passe, le regime de la pompe est progressivement augmente a 100% de sa plage 
d'utilisation. La vanne permeat est ouverte a 100% et conservee dans cette position 
durant toute Petape de filtration. 

Pour maintenir un volume constant de milieu reactionnel lors du lavage, le 
volume de permeation doit etre equivalent a celui de l'alimentation (Dl). Le debit 
d' alimentation de la solution de lavage est identique a celui du permeat. Le volume de 
la solution est passe dans une periode variant entre 1 et 2 heures. Passe ce delai, les 
conditions de filtration restent inchangees, la concentration volumique debute. 

IV. Concentration par microfiltration tangentielle. 

La filtration du milieu est effectuee dans une plage de temperature comprise 
entre 25 et 44°C au pH cible compris entre 3,5 et 5,5 durant 4 heures. Le debit de 
filtration diminue fortement avec Pavancement de la culture et les modifications des 
caracteristiques rheologiques du milieu. La pression d'entree de la boucle augmente 
pour atteindre une valeur de 3 bars, representant la limite superieure supportable par 
les membranes de filtration. La recirculation du milieu est alors stoppee et le 
concentrat bacterien est recupere sterilement. Cette methode permet Pobtention d'un 
litre de liquide cremeux contenant au moins 1.10 11 ufc/ml de bacteries. 
Conditions operatoires 
1. Sterilisation du systeme complet 
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- la boucle de filtration est sterilisee par passage de vapeur fluente. Pour 
effectuer cette operation, le module de filtration doit etre equipe d'ecrous de 
compensation de dilatation. 

L'efficacite du traitement est evaluee par le calcul de la valeur sterilisatrice Fo. 
C'est le temps en minutes d'un bareme de sterilisation qui a la meme efficacite a la 
temperature de reference : 121.1 °C. 

Soit t, le temps du traitement, soit T la temperature du traitement, avec z = 1 0°C 
par convention internationale. 

Fo=U0 (T - Tref/2) 

Deux passages d'eau sterile (121, 1°C 20 min) provenant du fermenteur, sont 
effectues dans la boucle avant la filtration des bacteries. 

2. Nettoyage, recyclage des membranes. 

La recuperation des membranes apres filtration est aisee mais doit suivre les 

consignes decrites ci-dessous : 

- traitement par une solution NaOH 0,5 M a 45°C durant 30 minutes, pompe au 
debit maximal avant rin9age. Ainsi traitees, les membranes peuvent etre reutilisees au 
moins 5 cycles reproductibles de production de Lxasei concentre. 

3. Le stockage des membranes en place. 

L' ensemble du module est conserve avec une solution NaOH 0,1 M toutes 

vannes fermees si necessaire. 

4. Demarrage de Petape de microfiltration. 

Un des risques majeurs lors de l'utilisation de la technique de microfiltration est 

un colmatage important et rapide de la membrane. 

Ce colmatage est caracterise par trois phenomenes : 

-adsorption et adhesion de particules et de solutes aux surfaces membranaires 
-couche de polarisation et formation d'un gateau 
-obturation des pores 
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En regie generate, une pression transmembranaire faible ainsi qu'une vitesse de 
circulation tangentielle elevee sont des parametres fondamentaux dans la conduite de 
cette operation. 

Ill Caracterisation de la plate-forme. 
1. Parametre de mesure. 

La plage de mesure est realisee sur une duree de 300 minutes en moyenne. 

En se referant aux essais realises (voir figure 2) la plage de temps comprise entre 
15 et 175 minutes presente une phase de stabilite des pressions d'entree et sortie 
module et par consequent de la pression transmembranaire. 

Cette plage de 160 minutes est representative des conditions optimales de 
filtration qu'il faut maintenir. 

Nos tableaux represented les valeurs mesurees au debut, au milieu et a la fin du 
temps de filtration. 

1.1. Evolution des pressions 

L' agent moteur de la separation selective sur une membrane poreuse est le 
differentiel de pression existant entre le circuit retentat et le circuit permeat. 
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Tableau 1 : Evolution des pressions 



ESSAI 


Pentree 


AP/ 
Pinitiale 


Psortie 


AP/ 
Pinitiale 


Ppermeat 


AP/ 
Pinitiale 


PTM 




Bar 




bar 












Essai 1 


Pression 
initiate 


1.245 


/ 


0.119 


/ 


0.166 


/ 


0.528 


Pt=150min 


1.223 


-0.022 


0.144 


0.025 


0.145 


-0.032 


0.482 


Pt=295min 


2.382 


1.137 


0.212 


0.093 


0.206 


0.04 


1.062 


P finale 
t=295.5min 


2.415 


1.170 


0.218 


0.099 


0.216 


0.05 


1.075 




Essai 2 


Pression 
initial e 


1.187 


/ 


0.117 


/ 


0.164 


/ 


0.493 


Pt=150min 


1.199 


0.012 


0.143 


0.026 


0.218 


0.054 


0.454 


Pt=300min 


2.309 


1.122 


0.175 


0.058 


0.252 


0.088 


0.928 


P finale 
t=3 1 5min 


3.179 


1.992 


0.275 


0.158 


0.299 


0.135 


1.426 




Essai 3 


Pression 
initiale 


1.230 


/ 


0.118 


/ 


0.134 


/ 


0.518 


Pt=150min 


1.207 


-0.023 


0.145 


0.027 


0.220 


0.086 


0.454 


Pt=300min 


1.852 


0.622 


0.137 


0.019 


0.231 


0.097 


0.769 


P finale 
t=328min 


2.734 


1.504 


0.253 


0.135 


0.268 


0.134 


1.188 




Essai 4 


Pression 
initiale 


1.217 


/ 


0.121 


/ 


0.160 


/ 


0.512 


Pt=150min 


1.197 


-0.02 


0.148 


0.027 


0.199 


0.039 


0.472 


Pt=300min 


2.045 


0.828 


0.153 


0.032 


0.217 


0.057 


0.834 


P finale 
t=31S.5min 


3.009 


1.792 


0.285 


0.164 


0.258 


0.098 


1.371 



-mesure de la pression transmembranaire (PTM) 



PTM = ( (Pentree module + Psortie module ) /2) - Ppermeat 

Avec pression entree module egale a la pression de recirculation 
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Apres 15 minutes de cycle, nous considerons 1' ensemble du systeme stabilise. La 
couche de polarisation est alors etablie, les pressions globales ainsi que les debits se 
stabilisent. 



5 Valeur moyenne rnesuree lors des essais sur la plage de mesure stabilisee : 

Pression d' entree du module : 1,21 1 bar 

Pression de sortie du module : 0.145 bar 
Pression permeat : 0. 1 96 bar 

1 0 Evolution de la PTM 0.465 bar 



1.2. Evolution des debits. 

15 Tableau 2 : Evolution des debits et de la vitesse tangentielle 



ESSAI 


Qentree 


Qpermeat 


Vitesse de 
circulation 




1/h 


m 3 /h 


1/h m 3 /h 


m/s 




Essai 1 


! Debit initial 


108.5 


0.1085 


2.22 


0.00222 


0.502 i 


Q t=l 50min 


127.1 


0.1271 


1.43 


0.00143 


0.588 


Q t=295min 


13.1 


0.0131 


0.99 


0.00099 


0.061 


Q final t=295.5min 


11.4 


0.0114 


0.97 


0.00097 


0.053 




Essai 2 


Debit initial 


107.3 


0.1073 


2.03 


0.00203 


0.497 


Q t=150min 


124.5 


0.1245 


1.44 


0.00144 


0.576 


O t=300min 


66.3 


0.0663 


1.32 


0.00132 


0.307 


Q final t=3 1 5min 


20.7 


0.02067 


1.03 


0.00103 


0.096 




Essai 3 


Debit initial 


101.6 


0.10159 


2.32 


0.002323 


0.470 


O t=150min 


122.8 


0.12276 


1.52 


0.001516 


0.56S 


Q t=300min 


93.5 


0.0935 


1.41 


0.001406 


0.433 


O final t=328min 


43.3 


0.04326 


1.48 


0.001483 


0.200 




Essai 4 
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Debit initial 


107.2 


0.1072 


2.18 


0.00218 


0.496 


Qt=150min 


124.7 


0.1247 


1.55 


0.00155 


0.577 


Q t=300min 


83.2 


0.0832 


1.41 


0.00141 


0.385 


Q final t=318.5min 


29.3 


0.0293 


1.37 


0.00137 


0.136 



-vitesse lineaire (m/s) 

Vt=Q(m 3 /h) / (3600 x surface totale de filtration) en m/s 

Avec surface de filtration totale = nombre de modules x nombre de canaux x 
5 section (en m) 



Sur la plage de mesure stabilisee : 

Debit retentat maximal moyen mesure : 124.8 1/h 

1 0 Debit maximal permeat 2. 1 9 1/h 

Debit permeat moyen : 1 .46 1/h 

Vitesse tangentielle moyenne maximale : 0.579 m/s 



15 1.3. Evolution de la temperature. 

Lors de tous nos essais, P elevation maximale mesuree par rapport a la consigne 
a ete de 2°C . 

Un echangeur thermique place en sortie pompe ou module pourra aisement 
contenir cette elevation de temperature. De maniere generate la temperature mesuree 
20 est constante a 37°C avec un ecart de mesure de 0,3 °C- 

1.4. Facteurs de concentration 

Le facteur volumique de concentration (FCV) est de 10. 

La population finale atteinte en batch est de 2.1 0 10 ufc/ml. La population finale 
25 mesuree dans le concentrat bacterien est superieure a 1 ,5. 10 1 1 ufc/ml. 
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1.5. Reproductibilite de Poperation de filtration Celle-ci est evaluee 
par le trace des combes qui apparaissent sur les figures 3 a 5 ci apres, pour les 
differents essais de filtration realises sur 4 semaines lors du test souris. 

5 L'etape de filtration tangentielle dans les conditions decrites est parfaitement 

reproductible, les parametres de debit, temperature et de pression sont maitrises durant 
l'etape de concentration de L.casei. 

Plate-forme de filtration tangentielle : Conditions d'obtention d'une population 
10 finale de L.casei de 1.10 11 ufc/ml. 

> Conditions generates : 
Population fin de batch : 2.10 10 ufc/ml 

Lavage des bacteries par une solution saccharosee (250 g/1) pression osmotique 
15 1000 mOsm. 

(injection par pompe / soutirage par filtration aux memes debits : 66 ml/min) : 
duree lh30 

- Duree de filtration : duree 4 h 
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Tableau 3 : recapitulatif 



Debits moyens 


Retentat 


125 1/h 


Permeat 


1.50 1/h 


Pfessions moyennes 


Entree 


1.21 bar 


Sortie 


0.14 bar 


Permeat 


0.19 bar | 


PTM 


0.46 bar 


Temperature 


37°C 


Vitesse tangentielle moyenne 


0.580 m/s 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de production d'un concentrat liquide de bacteries adaptees et 
5 viables, a usage alimentaire comprenant les etapes successives suivantes : 

a) On propage les bacteries dans un fermenteur dans un milieu de culture 
approprie ; 

b) On adapte les bacteries obtenues a l'etape a) ; 

c) On lave le milieu de culture contenant les bacteries adaptees par 
1 0 microfiltration tangentielle avec l'aide d'une solution de lavage ; 

d) On concentre en bacteries le milieu lave contenant les bacteries 
adaptees par microfiltration tangentielle jusqu'a une concentration 
bacterienne superieure a 5.10 10 ufc/ml avantageusement superieure a 
1.10" ufc/ml ; 

15 e) On recupere un concentrat liquide de bacteries adaptees et viables, a 

usage alimentaire. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les bacteries sont 
des bacteries lactiques, en particulier , des bacteries du genre 

20 Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Streptococcus spp et 

Lactococcus spp. 

3. Procede selon la revendication 1 et 2, caracterise en ce que le milieu de 
culture de l'etape a) est un milieu synthetique. 

25 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le milieu de culture contenant les bacteries dans le 
fermenteur a la fin de l'etape a) a un pH compris entre 3 et 6. 

30 5. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterise en ce que la concentration en bacteries a la fin de l'etape a) 
de propagation est superieure a 2.10 10 ufc/ml. 
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6. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que 1' adaptation des bacteries effectuee a l'etape b) est 
mise en evidence par la mesure de parametres du milieu de culture et/ou 
de parametres des bacteries. 

7. Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que les parametres du 
milieu de culture sont le pH, la pression osmotique et/ou la temperature 
du milieu de culture. 

8. Procede selon la revendication 7 caracterise en ce que le parametre du 
milieu de culture est le pH et en ce que l'etape b) est realisee par 
diminution du pH par acidification naturelle. 

9. Procede selon la revendication 7 caracterise en ce que le parametre du 
milieu de culture est la temperature et en ce que l'etape b) est realisee 
par diminution de la temperature. 

10. Procede selon l'une quelconque des revendications 6 a 9, caracterise en 
ce que le parametre des bacteries est la taille des bacteries. 

1 1 . Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que la distribution 
des longueurs de chaque bacterie se situe majoritairement entre 0,1 et 
1 0 micrometres, avantageusement entre 0,5 et 5 micrometres. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que l'etape b) d'adaptation est realisee par 
microfiltration tangentielle. 

13. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la ou les membranes de microfiltration tangentielle 
ont une porosite comprise entre 0,01 et 0,5 |im, avantageusement entre 
0,1 et 0,3 jim. 
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14. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que dans 1'etape c) la pression d' entree du milieu de 
culture dans le module de microfiltration est comprise entre 0 et 3.10 5 
Pa. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que dans les etapes c) et d) le debit du permeat est 
compris entre 0,001 et 0,1 m 3 /h/m 2 de surface d'echange. 

16. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que dans 1'etape d) la pression transmembranaire est 
comprise entre 0,1.10 s et 2.10 s Pa et avantageusement entre 0,1.10 5 et 
0,5. 10 5 Pa. 

17. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que dans 1'etape d) le debit de recirculation du milieu 
lave est compris entre 0,5 et 3 m 3 /h/m 2 de surface d'echange et 
avantageusement entre 0,8 et 1,2 m 3 /h/m 2 de surface d'echange. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comprend prealablement a 1'etape a) les etapes 
successives de revivification et preculture des bacteries. 

19. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comprend une etape supplementaire f), apres 
1'etape e) de conditionnement en poches souples et hermetiques du 
concentrat liquide de bacteries adaptees et viables. 

20. Procede selon la revendi cation 19, caracterise en ce qu'il comprend une 
etape supplementaire g), apres 1'etape f), de conservation a une 
temperature comprise entre -50°C a +4°C du concentrat liquide de 
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bacteries adaptees et viables conditionne en poches souples et 
hermetiques. 

21. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il comprend une 
etape supplemental h), apres l'etape g), de rechauffage par un moyen 
adapte du concentrat liquide de bacteries adaptees et viables 
conditionne en poches souples et hermetiques. 

22. Dispositif pour la raise en oeuvre du procede de production d'un 
concentrat liquide de bacteries adaptees et viables a usage alimentaire 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 21 caracterise en ce qu'il 
comprend une cuve (1) contenant une solution de lavage, un conduit 
d'arrivee (2) de ladite solution de lavage dans un fermenteur (3), ledit 
fermenteur (3) servant a la propagation des bacteries dans un milieu de 
culture, un conduit de sortie (4) pour acheminer le milieu de culture 
contenant les bacteries vers un ou plusieurs modules (5) de 
microfiltration tangentielle, lesdits modules (5) permettant la separation 
dudit milieu de culture en un permeat (6) ne contenant pas de bacteries 
et en un concentrat (7) contenant les bacteries. 

23. Dispositif selon la revendication 22, caracterise en ce que le concentrat 
(7) est recycle a la sortie des modules (5) de filtration par 
reincorporation dans le fermenteur (3). 

24. Dispositif selon les revendications 22 et 23 caracterise en ce que le ou 
les modules (5) de filtration comprennent de 1 a 10 membranes de 
filtration, chaque membrane representant de 0,1m 2 a 150 m 2 de surface 
totale de filtration 

25. Concentrat liquide de bacteries adaptees et viables caracterise en ce 
qu'il est susceptible d'etre obtenu par le procede selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 21. 
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26. Utilisation du concentrat liquide de bacteries adaptees et viables selon 
la revendication 25 en tant qu'additif alimentaire. 

5 27. Produit alimentaire additive, caracterise en ce que l'additif alimentaire 

utilise est un concentrat liquide de bacteries adaptees et viables selon la 
revendication 25. 

28. Produit alimentaire additive selon la revendication 27, caracterise en ce 
1 0 qu'il s'agit d'un produit laitier et/ou d'une boisson. 

29. Procede de fabrication d'un produit alimentaire additive selon Tune 
quelconque des revendi cations 27 ou 28, caracterise en ce que le 
concentrat liquide de bacteries adaptees et viables est additionne au 

15 produit alimentaire en fin de ligne de production et preferentiellement 

avant le conditionnement du produit alimentaire. 
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